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Devido ao panorama de infertilidade mundial, que afeta cerca de 15% dos casais, as 
técnicas de reprodução assistida (TRAs) vêm assumindo um importante papel no âmbito da 
saúde pública. Contudo, alguns casais, mesmo após a realização de TRAs, não obtêm sucesso 
no tratamento de infertilidade, o que pode ocorrer aos casais em que a mulher apresenta reserva 
ovariana diminuída (ROD). Estudos com este tema vêm sendo realizados e a suplementação 
oral com dehidroepiandrosterona (DHEA) em pacientes com ROD tem demonstrado elevação 
das taxas de gravidez e aumento do número de oócitos recrutados. A DHEA já é amplamente 
utilizada (aproximadamente 1/3 das clínicas de reprodução assistida no mundo utilizam), apesar 
de não se ter conhecimento, até o presente momento, de seu exato mecanismo de ação para o 
favorecimento do sucesso no tratamento de infertilidade em determinadas pacientes. Portanto, 
o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da exposição do SDHEA em células do 
cumulus em estágio semelhante ao early antral do desenvolvimento folicular. A avaliação da 
exposição celular ao SDHEA se deu através de dosagens hormonais de estradiol (E2), de 
progesterona (P) e de SDHEA, bem como através da expressão de alguns genes que estão 
relacionados à qualidade folicular: receptor de FSH (hormônio folículo estimulante) (rFSH), 
receptor β de estrogênio (ERβ), molécula de adesão celular vascular 1 (VCAM-1) e receptor de 
androgênio (AR). Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a exposição ao 
SDHEA promoveu aumento da secreção de E2 (em pg/mL), observado nos dias 6 e 8 do grupo 
tratado (dia 6: 473,76 ± 76,43; dia 8: 655,42 ± 85,37) em comparação ao grupo controle (dia 6: 
71,38 ± 7,89; dia 8: 141,67 ± 32,48). A secreção de P (ng/mL) não se alterou com a 
suplementação de SDHEA (grupo controle: dia 6 - 671,45 ± 149,04 e dia 8 - 991,35 ± 226,92; 
grupo tratado: dia 6 - 594,05 ± 113,70 e dia 8: 920,3 ± 212,70). A expressão dos genes rFSH, 
AR e ERβ não foi alterada com a exposição celular ao SDHEA; porém, a expressão de VCAM-
1 se mostrou reduzida no grupo tratado em comparação ao grupo controle. A partir deste estudo, 
conclui-se que o tratamento com SDHEA em células do cumulus de estágio early antral foi 
capaz de aumentar a secreção celular de estradiol e, portanto, supõe-se que um dos mecanismos 
pelo qual a DHEA administrada oralmente às pacientes exerça seu papel seja pelo aumento 
deste hormônio. No entanto, outros estudos devem ser feitos a fim de investigar melhor o papel 




1 INTRODUÇÃO COMPREENSIVA 
 




Atualmente a infertilidade é considerada um problema de saúde mundial, sendo 
reconhecida como tal pela Organização Mundial da Saúde (OMS). Definem-se como inférteis 
os casais que, em idade reprodutiva, não alcançam a gravidez após 12 meses ou mais de relação 
sexual regular desprotegida (DATTA et al., 2016; NARDELLI et al., 2014). Dados mostram 
que a infertilidade afeta cerca de 15% dos casais em idade reprodutiva no mundo todo, gerando 
implicações sociais e financeiras, que vêm aumentando cada vez mais os esforços médicos para 
a prevenção destas alterações e para a busca por tratamentos adequados para a população 
(UYAR; TORREALDAY; SELI, 2013). Cerca de 35 a 40% dos casais inférteis apresentam 
como causa da alteração reprodutiva, fatores femininos, 20 a 40% apresentam como causa 
fatores masculinos e 20 a 30% apresentam como causa da infertilidade ambos os fatores, 
havendo ainda uma pequena percentagem de alterações reprodutivas de causa desconhecida. 
Os fatores femininos que predispõem à ocorrência de infertilidade incluem disfunções 
ovarianas, como a síndrome do ovário policístico (SOP) e a falência ovariana precoce (FOP); 
as obstruções tubárias e/ou endometriose. As disfunções masculinas, que, por sua vez, possuem 
maior influência nas taxas de fertilização, são anormalidades na produção de espermatozoides 
e/ou bloqueio na passagem do esperma (FOUANY; SHARARA, 2013; NARDELLI et al., 
2014). 
Em um estudo realizado por MASCARENHAS et al, com o objetivo de determinar a 
prevalência da infertilidade no mundo, demonstrou-se que, embora a estimativa global de casais 
inférteis seja de 15%, alguns países possuem taxas mais elevadas. Por exemplo, regiões como 
o sul e o centro da Ásia, a África Subsaariana, o norte africano, o Oriente Médio e a porção 
central e leste da Europa apresentam taxas de infertilidade de aproximadamente 30% 
(MASCARENHAS et al., 2012). A elevada percentagem de infertilidade observada nestas 
regiões pode ser parcialmente explicada por fatores como a alta prevalência de infecções do 
trato reprodutivo, causadas em sua maioria por Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis 
e HIV (vírus da imunodeficiência humana). Estas enfermidades quando não tratadas de forma 





disto, técnicas ilegais de aborto ou práticas obstétricas inadequadas têm grande influência no 
aumento das taxas de infertilidade nestes locais do mundo (MASCARENHAS et al., 2012). Por 
outro lado, países desenvolvidos, que apresentam taxas inferiores de infertilidade, exibem um 
padrão distinto de fatores que predispõem à ocorrência desta anormalidade se comparado ao 
observado em países subdesenvolvidos. Grande parte destes fatores estão atrelados a 
implicações do mundo moderno, como é o caso da obesidade, que aumenta os riscos de 
ocorrência de anovulação e de SOP, alterações reprodutivas que podem dificultar as mulheres 
no desejo de obter sua gestação (INHORN; PATRIZIO, 2014; MASCARENHAS et al., 2012). 
O adiamento da maternidade, em decorrência da vida moderna, a qual relaciona-se com uma 
busca por estabilidade financeira e profissional, retarda o início da formação de uma família. A 
idade materna avançada, portanto, contribui com o aumento das taxas de infertilidade, pois 
mulheres com idade de 35 anos ou mais apresentam, muitas vezes, envelhecimento ovariano, o 
que dificulta ainda mais o alcance da gravidez. Estes fatores contribuem, consequentemente, 
para uma busca crescente por técnicas de reprodução assistida como forma de tratamento da 
infertilidade. Assim, além de haver um aumento da utilização destes serviços na prática clínica, 
há um esforço muito grande em aprimorar estas técnicas, com o objetivo de aumentar a taxa de 
nascidos vivos com a sua utilização (DATTA et al., 2016; DZIK; FERNANDES DONADIO; 
CAVAGNA, 2012).   
 
 
1.1.2 TÉCNICAS DE REPRODUÇÃO ASSISTIDA 
 
O advento da reprodução assistida foi um marco na ciência mundial. A possibilidade de 
realização da fertilização in vitro (FIV) criou novas expectativas aos casais inférteis. O tema já 
era amplamente estudado no século passado e, especialmente a partir do nascimento do primeiro 
bebê de proveta, Louise Brown, em 1978, muitos outros experimentos foram realizados. Antes 
disto, técnicas de fertilização manipuladas in vitro eram, geralmente, realizadas em coelhos, 
como foi o caso do experimento realizado por Min Chueh Chang, no qual este pesquisador 
obteve nascidos vivos através da manipulação in vitro de oócitos e espermatozoides obtidos de 
coelhos de pelagem escura e que foram implantados em coelhas de pelagem branca (CHANG, 





para a descoberta de fármacos para indução ovariana, o congelamento de embriões, a técnica 
de injeção intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI), dentre outros (KAMEL, 2013).  
As tecnologias de reprodução assistida são todas as formas de tratamentos para 
infertilidade em que ocorra manipulação de oócitos, espermatozoides ou ambos (QUAAS; 
HANSEN, 2016). Estas técnicas constituem uma linha de tratamento para indivíduos que 
possuam alguma anormalidade reprodutiva que os impossibilitem de conceber descendentes de 
forma natural. Elas podem ser classificadas conforme seu grau de complexidade, o qual irá 
depender, principalmente, de seu aprimoramento tecnológico. Dentre as técnicas mais 
utilizadas e que apresentam maior taxa de nascidos vivos, estão as técnicas de alta 
complexidade conhecidas como FIV e a ICSI. Estas técnicas simulam em laboratório as 
condições necessárias para que ocorra a fecundação e as primeiras etapas do desenvolvimento 
embrionário (DZIK; FERNANDES DONADIO; CAVAGNA, 2012). As técnicas de baixa 
complexidade também são amplamente utilizadas, justamente devido ao seu baixo custo e ao 
fato de serem menos invasivas em relação à FIV e à ICSI. A inseminação artificial, por exemplo, 
se caracteriza por aumentar a densidade do gameta masculino no local em que ocorre a 
fertilização, sendo assim o sêmen pode ser injetado próximo ao cérvix, que caracteriza a 
inseminação intracervical (ICI) ou no interior da cavidade uterina, que define a inseminação 
intrauterina (IIU). Em ambas as técnicas o esperma é purificado, ficando livre de proteínas e 
prostaglandinas que possam interferir na sua motilidade e capacidade de fertilização. As taxas 
de fertilização para IIU são cerca de 2 a 3 vezes maiores que para as de ICI, sendo a IIU a mais 
utilizada atualmente dentre as técnicas de baixa complexidade (AGARWAL; ALLAMANENI, 
2007).  
A fertilização in vitro exige que se obtenham gametas tanto femininos quanto 
masculinos. Os espermatozoides, na maioria dos casos, são de fácil obtenção através do sêmen, 
que é coletado por masturbação masculina. A obtenção dos gametas femininos, por sua vez, é 
mais complexa, sendo necessária a realização de punção ovariana, com anterior estimulação 
ovariana hormonal da paciente, com o objetivo de que inúmeros folículos sejam maturados 








1.2 FOLÍCULO OVARIANO  
 
Uma vez descrita a FIV, é indispensável caracterizar o folículo ovariano, assim como 
os ovários, órgãos que abrigam os folículos e que contribuem para o seu desenvolvimento. Os 
ovários são órgãos endócrinos complexos responsáveis pela produção de hormônios sexuais 
femininos, como os progestágenos e estrógenos que, juntamente com as gonadotrofinas, têm a 
finalidade de regular a foliculogênese e favorecer o desenvolvimento do oócito para torná-lo 
apto à fertilização (BAYASULA et al., 2012; MOORE; PERSAUD, 2008). O folículo ovariano 
é a unidade fundamental do ovário, sendo que este fornece um microambiente estrutural e 
funcional necessário ao desenvolvimento do gameta feminino. O oócito, então, recebe 
nutrientes e moléculas sinalizadoras das células somáticas que compõem o folículo ovariano e 
que, portanto, estão dispostas ao seu redor: as células da granulosa e as células da teca 
(BAYASULA et al., 2012; FINDLAY et al., 2009). As células da granulosa (CG) compõem o 
folículo ovariano desde o estágio de folículo primordial e elas se diferenciam a partir das células 
fusiformes do estroma ovariano ainda na vida fetal (GILCHRIST; RITTER; ARMSTRONG, 
2004; KHAMSI; ROBERGE, 2001). As CGs possuem como principal função a produção de 
estrogênio no ovário, o que desencadeia a estimulação da síntese de LH pela hipófise. Os altos 
níveis de LH favorecem a maturação do oócito, a expansão das células do cumulus e 
consequente ovulação (DZIK; FERNANDES DONADIO; CAVAGNA, 2012). A partir da 
demonstração das funções desempenhadas pelas células da granulosa e de sua relevância no 
folículo, fica evidente sua importância na manutenção do desenvolvimento folicular e sua 
contribuição à qualidade do oócito (UYAR; TORREALDAY; SELI, 2013). Além disto, 
acredita-se que as células da granulosa sejam responsáveis por secretar sinais parácrinos que 
estimulam a diferenciação de células mesenquimais presentes no tecido conjuntivo adjacente 
ao folículo em células da teca. As células da teca localizam-se, portanto, na região interfolicular 
e diferenciam-se em células da teca interna e externa, de acordo com sua proximidade ao 
folículo (MAGOFFIN, 2005). As células da teca interna constituem um tecido vascularizado e 
glandular, que está em contato íntimo com a lâmina basal do folículo ovariano. Este tecido é 
formado por células contendo características específicas para secreção dos hormônios 
esteroides, como por exemplo, elevada concentração de mitocôndrias, retículo endoplasmático 
agranular e vesículas lipídicas. As mitocôndrias destas células contêm em seu interior a enzima 
CYP11A1, pertencente à família do citocromo P450, que é responsável pela clivagem do 





como principal função o armazenamento de ésteres de colesterol para a síntese destes 
hormônios (FORD, 2013; MOORE; PERSAUD, 2008). A teca externa, por sua vez, é uma 
camada celular folicular composta por células aglandulares dispostas de forma desordenada e 
que se localiza entre a teca interna e o estroma interfolicular (MAGOFFIN, 2005). 
O ciclo ovariano regular é classificado em três fases distintas: folicular, ovulatória e 
lútea. A fase folicular, ou período pré-ovulatório, dura cerca de 9 a 23 dias e durante este 
período ocorre o recrutamento e o desenvolvimento dos folículos ovarianos, havendo 
predomínio das ações do estrogênio. A fase ovulatória, por sua vez, dura cerca de 1 a 3 dias e 
se caracteriza pelo pico hormonal pré-ovulatório de gonadotrofinas, após o qual dá-se a 
ovulação. A fase lútea, ou período pós-ovulatório, por fim, inicia após a ovulação e dura cerca 
de 14 dias, terminando com o início da menstruação. Nesta fase há predomínio das ações da 
progesterona (MELLO AIRES, 2012). Para que o ciclo ovariano ocorra de maneira adequada, 
é necessário que a foliculogênese, a qual se inicia ainda na vida intrauterina, se desenvolva 
corretamente. Esta inicia a partir dos folículos primários, desenvolvendo-se, então, folículos 
secundários, folículos antrais e folículos pré-ovulatórios (figura 1) (MELLO AIRES, 2012). 
Concomitantemente ao desenvolvimento folicular, ocorrem modificações morfológicas e 
bioquímicas no oócito, com o propósito de prepará-lo para que alcance a ovulação (CHAVES 
et al., 2010). 
 
 
Figura 1: Desenvolvimento folicular: folículos primordial, secundário, antral e pré-ovulatório. Modificado de 






Os folículos primordiais correspondem à reserva ovariana feminina que dará origem aos 
gametas femininos. Estes folículos contêm o oócito primário, o qual é formado através da 
divisão meiótica de oogônias ainda na vida fetal (porém, esta divisão é interrompida em prófase 
I até o momento da ovulação) (LIMA-VERDE; ROSSETTO; FIGUEIREDO, 2011; MELLO 
AIRES, 2012; MOORE; PERSAUD, 2008). Estes folículos se caracterizam pelo formato 
pavimentoso das células fusiformes do estroma ovariano, também denominadas de células pré-
granulares, que englobam o oócito primário imediatamente após a sua formação (LIMA-
VERDE; ROSSETTO; FIGUEIREDO, 2011; MOORE; PERSAUD, 2008).  
A partir da puberdade, um pool de cerca de 10 folículos primordiais são recrutados 
mensalmente,  devido a altos níveis de FSH (hormônio folículo estimulante), dentre inúmeros 
folículos presentes no ovário que permanecem quiescentes por meses ou anos até que sejam 
enfim recrutados (MCGEE; HSUEH, 2000; UYAR; TORREALDAY; SELI, 2013). Por ciclo, 
geralmente apenas um folículo completa totalmente o seu desenvolvimento, sendo que 
inúmeros folículos recrutados acabam sofrendo atresia (MCGEE; HSUEH, 2000). Os oócitos 
se desenvolvem conforme a foliculogênese vai ocorrendo e permanecem na fase meiótica 
estacionária de prófase I até que ocorra total diferenciação folicular. O folículo dominante tende 
a crescer mais rapidamente que os outros que foram também recrutados e produz uma grande 
quantidade de estrogênio e de inibinas – responsáveis pelo feedback negativo sobre a secreção 
do FSH. Acredita-se que este folículo tenha maior sensibilidade à ação do FSH, por possuir 
maior quantidade de receptores de FSH e de LH (hormônio luteinizante). A grande produção 
de estrogênio e de inibinas gera uma retroalimentação negativa que suprime a liberação de FSH 
pela hipófise, havendo menor fornecimento de FSH aos outros folículos em crescimento, que, 
por terem menor quantidade de receptores para este hormônio em comparação ao folículo 
dominante entram em atresia (MCGEE; HSUEH, 2000).  
O folículo primário se caracteriza pelo formato cuboide das suas células foliculares. 
Nesta fase da foliculogênese ocorre formação da zona pelúcida, a qual é composta por um 
material glicoproteico acelular e amorfo que se localiza ao redor do oócito (LIMA-VERDE; 
ROSSETTO; FIGUEIREDO, 2011; MOORE; PERSAUD, 2008). A elevada taxa de 
multiplicação celular nesta fase de desenvolvimento favorece a formação de duas camadas de 
células da granulosa, o que, quando se concretiza, caracteriza o alcance do estágio de 





MOORE; PERSAUD, 2008). É a partir deste estágio do desenvolvimento folicular que ocorre 
a formação das células da teca (MOORE; PERSAUD, 2008).  
O desenvolvimento do folículo secundário leva  
à formação de espaços entre as células foliculares, que são preenchidos por fluido folicular e 
que acabam coalescendo e formando uma cavidade denominada antro. Neste estágio de 
desenvolvimento, denominado por muitos autores de early antral (por ser a fase inicial de 
formação do antro) tem-se o folículo antral. Com a formação do antro ocorre a diferenciação 
das células da granulosa em células do cumulus oophorus (CC), que estão imediatamente em 
contato com o oócito, e em células murais da granulosa (MGC), as quais circundam o antro e 
formam um epitélio estratificado delimitado por uma lâmina basal (GILCHRIST; RITTER; 
ARMSTRONG, 2004; KHAMSI; ROBERGE, 2001). O crescimento do oócito culmina na 
formação da zona pelúcida, caracterizada por uma espessa camada de glicoproteínas que se 
localizam ao redor do oócito, sendo de grande importância durante a fertilização (MCGEE; 
HSUEH, 2000). Sob estímulo do FSH, o antro do folículo antral aumenta de tamanho, 
resultando na formação do folículo pré-ovulatório, que também pode ser denominado de 
folículo de Graaf (UYAR; TORREALDAY; SELI, 2013).  
Durante o desenvolvimento folicular ocorre a produção de hormônios androgênicos 
pelas células da teca interna, os quais se difundem através do fluido folicular e adentram o 
citoplasma das células da granulosa. Estes hormônios têm a função de potencializar os efeitos 
do FSH, favorecendo o aumento da atividade de enzimas, como a aromatase (CYP19A1), que 
converte os androgênios em estrógenos (LIMA-VERDE; ROSSETTO; FIGUEIREDO, 2011). 
Após o aumento elevado da quantidade de estrogênios na corrente sanguínea, ocorre o pico de 
LH, que favorece a maturação do oócito que se encontra em prófase da meiose I. Um dos efeitos 
do LH é estimular a progressão da meiose no oócito primário, sendo que assim este completa a 
primeira divisão meiótica e, então, libera o primeiro corpúsculo polar. Logo, o oócito 
secundário inicia a segunda divisão meiótica, progredindo até metáfase II, que é interrompida 
e somente completada quando da fertilização oocitária por um espermatozoide (MOORE; 
PERSAUD, 2008; UYAR; TORREALDAY; SELI, 2013). 
As CCs são as principais células responsáveis por promover o desenvolvimento e o 
crescimento do oócito (DIAZ; WIGGLESWORTH; EPPIG, 2007). Além disto, alterações na 





das CCs e das MGCs, o que mostra a íntima relação entre estes três tipos celulares (UYAR; 
TORREALDAY; SELI, 2013).   
 
 
1.2.1 Cumulus oophorus  
 
As células do cumulus oophorus, que estão em contato íntimo com o oócito e formam o 
complexo cumulus-oócito CCO (figura 2), são indispensáveis para a sobrevivência e para o 
desenvolvimento do oócito (DIAZ; WIGGLESWORTH; EPPIG, 2007; MOORE; PERSAUD, 
2008; ORTIZ-ESCRIBANO et al., 2015) Estas células mantêm o oócito viável, uma vez que 
são responsáveis pelo fornecimento de substratos energéticos ao mesmo (UYAR; 
TORREALDAY; SELI, 2013). A comunicação entre as células do cumulus e o oócito se dá 
através de junções intercomunicantes (GAP), que são constituídas por hexâmeros de proteínas 
denominadas de conexinas (UYAR; TORREALDAY; SELI, 2013). Estas junções GAP ficam 
localizadas ao final dos processos citoplasmáticos transzonais (TZP), que são especializações 
das células do cumulus que penetram na zona pelúcida e entram em contato com a membrana 
do oócito. Assim, as junções GAP permitem a transferência de moléculas de baixo peso 
molecular, como íons, metabólitos, aminoácidos e pequenas moléculas regulatórias entre estes 
dois tipos celulares, enquanto que moléculas maiores são transportadas através de endocitose. 
As junções GAP são importantes por manterem a conexão entre o oócito e as células do 
cumulus, assim como das células do cumulus entre si (GILCHRIST; RITTER; ARMSTRONG, 
2004). Estas comunicações são consideradas essenciais durante a maturação do oócito, sendo 
que estudos desenvolvidos em bovinos já revelaram que a remoção das células do cumulus antes 
da realização da técnica de MIV (maturação in vitro) impede a adequada maturação do oócito 
(ATEF et al., 2005). Através desta íntima conexão, o oócito é nutrido de moléculas 
indispensáveis ao seu crescimento e à sua adequada maturação. Contudo, as conexões GAP não 
são as únicas que mantêm o constante contato entre as células do cumulus e o oócito. Existe, 
também, uma comunicação através de sinais parácrinos, em que ocorre a transmissão de 
moléculas sinalizadoras entre as células, como é o caso das proteínas morfogenéticas ósseas 
(BMPs), de grande importância no crescimento folicular. A BMP-15, por exemplo, é necessária 
para que ocorra adequada diferenciação e expansão das células do cumulus (BAYASULA et 





secretados pelo próprio oócito e se caracterizam por pertencerem à família dos fatores de 
transformação do crescimento beta (TGFβ). Dentre suas inúmeras funções, estão a de regular e 
promover a proliferação das células da granulosa, prevenir a apoptose em células do cumulus, 
além de regular o metabolismo e inibir a luteinização destas células (KORDUS; LAVOIE, 
2017). Esses sinais são fundamentais para o desenvolvimento folicular, uma vez que sem a 
adequada proliferação e diferenciação das células da granulosa, atresia folicular pode acontecer 





Figura 2: Comunicação entre as células do cumulus oophorus e o oócito: presença das junções 
comunicantes que existem entre estas células, as quais permitem contato constante entre o oócito e as células do 
cumulus. Modificado de Li, et al, 2013 (LI, R.; ALBERTINI, 2013). 
 
A conexão que ocorre entre as células do cumulus e o oócito demonstra a relevância das 
CCs para a manutenção do desenvolvimento folicular e, por conseguinte, da fertilidade 
feminina. Além disto, estas células são as responsáveis por manter o bloqueio da primeira 
divisão meiótica do oócito, quando este encontra-se parado na fase de prófase I. Isto ocorre 
porque as células do cumulus fornecem ao oócito, através das junções GAP, monofosfato de 
guanosina cíclica (cGMP), que tem como função impedir que a enzima fosfodiesterase PDE3A 
realize a hidrólise do monofosfato de adenosina cíclica (cAMP) no interior do oócito. Assim, 





progressão da meiose. Para que ocorra a ovulação, o pico elevado do LH bloqueia estas junções 
GAP, impedindo a passagem de cGMP das células do cumulus para o oócito e a consequente 
hidrólise de cAMP, o que, então, possibilita a conclusão da meiose I do oócito e a ovulação 
folicular (UYAR; TORREALDAY; SELI, 2013). A importância das células do cumulus 
também pode ser demonstrada por sua expansão (que ocorre apenas após o pico de LH) 
constituir uma etapa fundamental da foliculogênese e determinante da qualidade do oócito. O 
estudo realizado por Veeck L. L.  et al evidenciou menores taxas de implantação de oócitos que 
apresentaram, durante a maturação, baixa expansão das células do cumulus (CILLO et al., 
2007).   
  A pesquisa realizada por Kim et al apresentou um panorama sobre a expressão dos 
transportadores de glicose (GLUTs) em células foliculares de pacientes submetidas à 
fertilização in vitro. Foi observado que tanto as células do cumulus quanto as MGCs 
desempenham um papel fundamental na captação de glicose, uma vez que o oócito não expressa 
GLUTs e, desta forma, não realiza glicólise. Portanto, a expressão dos GLUTs é essencial em 
ambas as células foliculares para que ocorra adequada captação de glicose e o conseguinte 
abastecimento de piruvato ao oócito, a fim de que este o transforme em energia. Além disso, o 
oócito também não possui capacidade de realizar a biossíntese de colesterol e o transporte de 




1.3 HORMÔNIOS ESTEROIDES SEXUAIS 
 
 Além de abrigarem o gameta feminino e permitirem sua adequada maturação, os ovários 
possuem a função de secretar substâncias como os hormônios esteroides sexuais, que se 
classificam, conforme suas características, em estrogênios, progestágenos e androgênios 
(MELLO AIRES, 2012). No organismo feminino são secretados três diferentes tipos de 
estrogênios: β-estradiol, estrona e estriol. O mais importante é o estradiol, secretado 
principalmente pelos ovários e em parte pela glândula suprarrenal; a estrona, por sua vez, 
também é secretada pelo ovário, embora em pequenas quantidades. Os estrogênios atuam 
através de sua ligação aos receptores ERα (receptor de estrogênio α) e ERβ (receptor de 





todas as células do eixo hipotálamo-hipófise-ovário, tendo, portanto, o ERβ maior relevância 
sobre os efeitos diretos dos estrogênios nos ovários (JAMNONGJIT; HAMMES, 2006; 
MELLO AIRES, 2012). Dentre os progestágenos secretados, o mais importante é a 
progesterona e sua principal função consiste em desencadear a ovulação, juntamente com o LH. 
Estudos realizados em roedores puderam comprovar isto quando demonstram que na 
administração de antagonistas de receptores de progesterona (PR) houve bloqueio da ovulação 
e, além disto, ratos knockout para PR não ovularam mesmo sob indução de gonadotrofinas 
(JAMNONGJIT; HAMMES, 2006). A terceira classe de hormônios citada anteriormente, os 
androgênios, será descrita no tópico seguinte.  
 Visto isso, tem-se que estes hormônios (estrogênios e progestágenos), os quais são 
secretados de acordo com a fase do ciclo menstrual, desempenham um importante papel no 
microambiente folicular durante a foliculogênese, além de serem essenciais a outras partes do 
corpo, como o útero, as glândulas mamárias, o cérebro e o esqueleto. A nível sistêmico, estes 
hormônios atuam desenvolvendo características sexuais femininas secundárias e regulando a 
secreção das gonadotrofinas pela glândula hipófise, enquanto que a nível de microambiente 
folicular, atuam como fatores parácrinos que mantêm o desenvolvimento do oócito 
(GERVÁSIO et al., 2014; JAMNONGJIT; HAMMES, 2006; MELLO AIRES, 2012).  
 A síntese dos esteroides se inicia a partir do precursor comum colesterol (figura 3), que 
pode ser obtido através da dieta, sendo captado pelo sangue circulante, ou através da produção 
endógena que ocorre no fígado. A primeira etapa da esteroidogênese é, portanto, a conversão 
da molécula de colesterol em pregnenolona através da ação da enzima CYP11A1, que possui a 
função de clivar a cadeia lateral de 6 carbonos da molécula do colesterol. Esta reação, que 
depende da ação do LH, ocorre na mitocôndria tanto das células da teca interna, durante toda a 
fase folicular, quanto das células da granulosa, principalmente na fase folicular tardia, além de 








Figura 3: Biossíntese de hormônios esteroides sexuais femininos(retirado de MELLO AIRES, 2012).  
 
A entrada do colesterol no interior da mitocôndria depende da proteína StAR, que é um 
transportador primário de colesterol localizado na membrana mitocondrial. A expressão da 
proteína StAR é crítica para a síntese de hormônios esteroides e é regulada através da ação de 
LH, que estimula o aumento de AMPc intracelular, promovendo aumento da expressão da 
proteína StAR. Portanto o AMPc promove a esteroidogênese por aumentar a síntese da proteína 
StAR, além de regular a atividade e a expressão da enzima aromatase nas células da granulosa, 
a qual é necessária para conversão de androgênios em estrogênios (JAMNONGJIT; HAMMES, 
2006). O fator de crescimento insulina-like (IGF) também possui um importante papel na 
síntese dos hormônios esteroides, visto que ele atua aumentando os níveis de expressão e de 
atividade de enzimas essenciais a este processo, como a 17α-hidroxilase (CYP17) e aromatase. 
Além disto, o IGF-1 possui a capacidade de aumentar a transcrição do gene do receptor de LH, 
o que, indiretamente, acaba aumentando a expressão da proteína StAR (JAMNONGJIT; 
HAMMES, 2006).  
A síntese dos hormônios esteroides consiste em um modelo de duas células – dois 





granulosa, assim como os hormônios FSH e LH (figura 4) (MELLO AIRES, 2012). Nas células 
da teca, sob estímulo do LH, ocorre a síntese de androgênios, como testosterona e 
androstenediona, a partir do colesterol, enquanto que nas células da granulosa, sob estímulo do 
FSH, ocorre a conversão dos androgênios a estrogênios por ação da aromatase. Os androgênios, 
portanto, provêm principalmente das células da teca e se difundem através das junções GAP 
até a camada de células da granulosa (JAMNONGJIT; HAMMES, 2006; MELLO AIRES, 
2012). Os hormônios androgênios, portanto, modulam o efeito do FSH nas células da granulosa, 
através de sua ação nos receptores de androgênios (AR), gerando aumento de AMPc 
intracelular, o que favorece a ação do FSH nestas mesmas células (JAMNONGJIT; HAMMES, 
2006). Os estrogênios, por sua vez, representados principalmente pelo β-estradiol, atuam 
estimulando a proliferação das células do cumulus e também aumentando a expressão dos 
receptores de FSH (rFSH), o que potencializa o efeito deste hormônio. Além disto, a alta 
concentração de β-estradiol causa um feedback negativo na hipófise que é responsável por 
controlar a produção de gonadotrofinas nesta glândula (JAMNONGJIT; HAMMES, 2006; 




Figura 4: Modelo duas células – dois hormônios. As etapas entre a chave (*) tornam-se mais significativas na 
fase folicular e fase lútea. A 17α-OH Progesterona não é metabolizada em androgênios (linha pontilhada) pois as 






A diferença de função entre esses dois tipos de células foliculares é determinada 
principalmente por padrões distintos de expressão gênica. Como as células da teca interna têm 
a função de produzir androgênios, estas expressam principalmente receptores de LH e a enzima 
CYP17, responsável em transformar a pregnolona em 17α-hidroxipregnenolona e a 
progesterona em 17α-hidroxiprogesterona. Já as células da granulosa, que apresentam como 
uma de suas funções converter os androgênios em estrogênios, possuem uma maior expressão 
de receptores de FSH e da enzima aromatase. Além disso, ambas as células expressam proteínas 
que permitem a síntese de pregnolona e de progesterona a partir do colesterol, como a proteína 
regulatória StAR, a CYP11A1 e a 3β-HSB (3β-hidroxiesteroide desidrogenase) 
(JAMNONGJIT; HAMMES, 2006).  
Há diferentes padrões na secreção dos hormônios esteroides durante o ciclo ovariano. 
Durante a fase inicial, denominada de folicular, que ocorre em momento anterior à ação das 
gonadotrofinas sob as células da granulosa, as células da teca interna são responsáveis pela 
produção da maior parte dos hormônios esteroides. Isto ocorre porque nesta fase as células da 
granulosa estão relativamente avascularizadas e possuem baixo aporte de oxigênio e de 
nutrientes como o colesterol, ficando limitadas a sintetizar pregnenolona e progesterona. 
Porém, após exposição às gonadotrofinas, as células da granulosa tornam-se luteinizadas e 
passam a produzir grandes quantidades de pregnenolona e progesterona a partir do colesterol, 
fornecendo assim a maior parte da progesterona necessária para que ocorra a ovulação e 
maturação do oócito (JAMNONGJIT; HAMMES, 2006). Antes do término da fase folicular, 
em que o folículo está em crescimento, há um grande aumento na secreção de estrogênio, até 
que um dos folículos que foram recrutados assume dominância e passa a sintetizar uma grande 
quantidade de enzima aromatase, o que leva a um aumento ainda maior na secreção de 
estrogênios por este folículo. Acredita-se que esta capacidade dos folículos dominantes seja 
determinada, dentre outros fatores, pelo grande aumento da vascularização que ocorre nestes 
folículos, o que permite que o dominante tenha um maior aporte de gonadotrofinas. No período 
pré-ovulatório, que antecede o pico de LH e a ovulação, as células da granulosa passam a 
sintetizar receptores de LH, principalmente por estímulo dos altos níveis de estrogênio e da 
ação do FSH. A presença dos receptores de LH e a ação deste hormônio sob as células da 
granulosa aumenta a expressão da enzima colesterol desmolase, que converte colesterol em 





converte pregnenolona em progesterona, não apresentam grandes quantidades da enzima 17,20-
liase, que é capaz de converter 17α-hidroxiprogesterona em androstenediona, e, por este 
motivo, há um aumento na concentração de progesterona e de 17α-hidroxiprogesterona nas 
células da granulosa. Este aumento da síntese de progestágenos pode se dar pelo fato de que no 
período pré-ovulatório a camada de células da granulosa é invadida por vasos sanguíneos 
provenientes da teca interna, o que contribui também para um aumento na exposição às 
gonadotrofinas. A partir da produção de progesterona pelas células da granulosa, estas acabam 
perdendo receptores de FSH e de estrogênio, havendo aumento da produção de progesterona 
que acaba coincidindo com uma queda da produção de estrogênio. A partir do período pré-
ovulatório, então, as células foliculares passam a ser mais refratárias à ação do FSH. É este 
aumento de progesterona e de estrogênio que induz o pico de LH, o qual causa, dentre outros, 
maior produção de líquido folicular que acaba culminando em ruptura da parede folicular e 
consequente ovulação (MELLO AIRES, 2012).  
 A partir da liberação folicular do oócito, inicia a fase lútea, na qual ocorre a formação 
do corpo lúteo, que se forma a partir das células da teca e das células da granulosa. As células 
da granulosa luteinizadas passam a produzir progesterona e 17α-hidroxiprogesterona em 
grandes quantidades, embora também produzam o 17β-estradiol em pequenas quantidades 
(sendo assim, a fase lútea é caracterizada por elevada concentração de progestágenos e baixa 
de estrogênios em relação aos progestágenos). Já as células da teca luteinizadas passam a 
produzir progesterona e androgênios, como androstenediona e testosterona. Além disso, nesta 
mesma fase do ciclo ovariano ocorre uma queda nos picos das gonadotrofinas (MELLO AIRES, 
2012).  
 Dados os parágrafos acima, acerca dos hormônios esteroides sexuais, é possível 
observar a relevância da classe de hormônios androgênios, os quais estão presentes na maior 
parte do ciclo menstrual. Além de exercerem seus efeitos de forma direta nas células, eles são 
o substrato necessário para a síntese de estrogênio, o que potencializa o papel dos androgênios 









Durante décadas, as evidências sobre a ação dos hormônios androgênios no 
desenvolvimento folicular mostraram que esta era prejudicial à foliculogênese normal. Parte 
desta teoria se deve ao fato de que alterações endócrinas envolvendo os androgênios, como a 
síndrome dos ovários policísticos (SOP), causam, em sua maioria, baixa qualidade do gameta 
feminino. Na SOP, por exemplo, ocorre aumento dos níveis de androgênios, gerando um quadro 
de hiperandrogenismo que pode causar consequências como a infertilidade. Isto ocorre 
principalmente devido ao fato de que quando em concentrações supra fisiológicas, os 
androgênios afetam a capacidade de divisão meiótica do oócito (GLEICHER; WEGHOFER; 
BARAD, 2011). Atualmente, porém, muitos estudos vêm sendo realizados na tentativa de 
entender a real ação dos androgênios no desenvolvimento folicular, uma vez que a ativação do 
receptor de androgênio (AR) em células da granulosa tem função de modular a expressão e a 
atividade de genes importantes na manutenção folicular, o que vem alterando a ideia exposta 
anteriormente do efeito prejudicial desses hormônios (GERVÁSIO et al., 2014). O AR faz parte 
da família de receptores nucleares e sua ativação ocorre mesmo na presença de quantidades 
nanomolares de androgênios que estejam presentes no citoplasma celular. Esta ação 
desencadeia na ativação de vias de sinalização que irão alterar a expressão de genes que 
modulam a atividade do FSH nas células da granulosa, promovendo a diferenciação e 
maturação folicular (GLEICHER; WEGHOFER; BARAD, 2011; WALTERS, 2015). Gervásio 
et al citaram estudos realizados em mamíferos nos quais foi observada um associação entre a 
deficiência do AR e a falência ovariana prematura (FOP), demonstrando a importância da ação 
dos androgênios na regulação do desenvolvimento folicular (GERVÁSIO et al., 2014). 
Também foi observado que a ativação do AR é capaz de promover o crescimento de folículos 
pré-antrais e prevenir a atresia folicular (GLEICHER; BARAD, 2011). 
Durante a maior parte do ciclo folicular, o aporte principal de androgênios necessários 
para o desenvolvimento folicular é realizado pelas células da teca, sob estímulo de baixas 
concentrações de LH, pois em altas concentrações deste hormônio ocorre maior secreção de 
progesterona, desencadeando a luteinização das células da teca (GLEICHER; WEGHOFER; 
BARAD, 2011). O efeito dos androgênios sobre a maturação dos folículos ovarianos ocorre 
principalmente em estágios iniciais do desenvolvimento folicular (GLEICHER; WEGHOFER; 
BARAD, 2011). A avaliação de seus efeitos sobre os diferentes estágios de maturação se dá 
através da detecção da expressão do AR. A expressão deste receptor se dá a partir do folículo 





demonstrando que o efeito dos androgênios ocorre principalmente enquanto os folículos 
encontram-se em desenvolvimento. No entanto, alguns estudos realizados em camundongos 
demonstraram que a administração dos androgênios testosterona e di-hidrotestosterona (DHT) 
estimulou o desenvolvimento dos folículos primordiais, e uma vez que não há expressão de AR 
neste estágio, acredita-se que a ação dos androgênios se dê através de mecanismos parácrinos 
indiretos mediados pelo IGF-1  (WALTERS, 2015). Além disto, a detecção de maior 
concentração de RNAm de AR e da proteína que forma o receptor hormonal ocorre em ovários 
que contenham, em sua maioria, folículos pré-antrais e early antrais. Estes folículos, inclusive, 
são os que constituem a reserva ovariana funcional (ROF) (GLEICHER; WEGHOFER; 
BARAD, 2011). Conforme os folículos desenvolvem-se, ocorre uma redução nos níveis de 
expressão do AR, demonstrando que os androgênios possuem maior relevância nos estágios 
iniciais da foliculogênese (GLEICHER; WEGHOFER; BARAD, 2011). Além disto, acredita-
se que o efeito dos androgênios tenha sido conservado ao longo da evolução, principalmente 
pelo fato de a sequência gênica do AR ser semelhante entre outras espécies de mamíferos, como 
ovinos e bovinos (WALTERS, 2015). O efeito dos androgênios sobre o AR possui capacidade 
de modular o efeito do FSH sobre as células da granulosa. A interação entre estes hormônios é 
descrita como um efeito sinérgico de feedback, uma vez que estas células são responsivas ao 
FSH nos estágios do desenvolvimento em que ocorrem alterações no metabolismo androgênico 
(figura 5) (GLEICHER; WEGHOFER; BARAD, 2011). Além dos efeitos diretos observados 
pelos androgênios há, ainda, os efeitos indiretos, que ocorrem devido ao fato de os androgênios 
serem convertidos, nas células da granulosa, em estrogênios por ação da enzima aromatase. 








Figura 5: Efeito sinérgico de feedback entre androgênios e FSH: este efeito sinérgico entre estes 
hormônios é observado nos estágios iniciais da foliculogênese, com uma maior intensidade nos estágios pré-antral 
e early antral. Na figura vê-se uma maior concentração de receptores de AR no estágio pré-antral e uma diminuição 
destes no estágio subsequente, demonstrando a importância principal dos androgênios em estágios iniciais da 
foliculogênese. O efeito da ativação do AR possui a capacidade de modular a ação do FSH e com isso ocorrem 
alterações no metabolismo dos androgênios como uma forma de feedback. Modificado de GLEICHER et al 2011. 
Portanto, os androgênios desempenham papel de otimizar o crescimento folicular e a 
ovulação, de forma a manter a qualidade do oócito e a função ovariana. Porém, é importante 
ressaltar que o efeito dos androgênios em grandes concentrações pode ser prejudicial à 
qualidade reprodutiva, uma vez que quando há altos níveis androgênicos no organismo pode 
ocorrer SOP, por exemplo (WALTERS, 2015). O androgênio fisiológico deve se manter em 
níveis homeostáticos, ou seja, suas funções fisiológicas ocorrem dentro de uma faixa estreita, 
sendo tanto concentrações altas ou baixas prejudiciais ao desenvolvimento folicular 
(GLEICHER; WEGHOFER; BARAD, 2011). Dois androgênios que vêm sendo amplamente 
estudados são a dehidroepiandrosterona (DHEA) e seu sulfato (SDHEA), devido ao fato de que 
suplementação oral com estes hormônios é feita em algumas pacientes submetidas à FIV 







1.3.1.1  DEHIDROEPIANDROSTERONA (DHEA) E SEU SULFATO (SDHEA) 
 
A dehidroepiandrosterona (DHEA) é o hormônio esteroide mais comum no organismo 
feminino, sendo secretado majoritariamente pela glândula adrenal (85%) e pelos ovários (15%). 
Sua produção no ovário ocorre nas células da teca a partir do estágio de folículo secundário, 
havendo um pico em sua síntese nos folículos antrais (FORD, 2013; FOUANY; SHARARA, 
2013; SCIARD et al., 2016). Ela constitui uma parcela dos androgênios, porém é descrita como 
sendo um androgênio fraco, devido à sua incapacidade de ativar, de forma isolada, o AR, sendo 
necessário, portanto, que ela seja convertida em testosterona, para que a testosterona e a DHT 
ativem o AR (FOUANY; SHARARA, 2013; LI, J. et al., 2015; WALTERS, 2015). Portanto, a 
DHEA atua como um precursor intracelular de androgênios e de estrogênios, uma vez que ela 
origina a androstenediona, que faz parte da produção da testosterona e da estrona, que irá 
originar o estradiol (FOUANY; SHARARA, 2013; SCIARD et al., 2016). O SDHEA é o sulfato 
de dehidroepiandrosterona e sua síntese ocorre da mesma forma que a DHEA, porém a 
intensidade com que interagem com a globulina ligadora de hormônios sexuais (SHBG) é 
diferente. Enquanto a DHEA interage de forma fraca com a SHBG, a SDHEA se liga 
fortemente. Assim a DHEA torna-se mais ativa metabolicamente, estando presente em menores 
concentrações no plasma sanguíneo, enquanto os níveis de SDHEA estão presentes em maiores 
quantidades (FOUANY; SHARARA, 2013).  
Casson et al foram os primeiros a sugerir efeitos terapêuticos da suplementação com 
DHEA em mulheres com diminuição da reserva ovariana (GLEICHER; BARAD, 2011). A 
partir deste estudo demonstrou-se que a administração oral de DHEA em pacientes com reserva 
ovariana diminuída aumentava a responsividade ovariana às gonadotrofinas, demonstrando um 
efeito sinérgico entre estes hormônios (figura 5) (CASSON et al., 2000). Portanto, a 
suplementação com DHEA revela uma forma de potencializar a resposta ovariana à indução 
hormonal, além de reduzir a dose de gonadotrofinas necessárias para tal finalidade e, portanto, 
diminuir as chances de hiperestimulação ovariana (CASSON et al., 2000). Grande parte dos 
ensaios clínicos de suplementação com DHEA realizam a administração deste hormônio cerca 
de 12 semanas antes da FIV, demonstrando a importância dos androgênios nas fases iniciais do 
desenvolvimento folicular. A dose oral utilizada nestes ensaios é, normalmente, de 75 mg 
diárias (FORD, 2013; FOUANY; SHARARA, 2013). Porém, o exato mecanismo pelo qual a 





et al tenham demonstrado que a administração de DHEA gera um aumento de 150% na secreção 
do IGF-1, e, portanto, estes autores acreditam que o mecanismo de ação da DHEA se dê através 
desta molécula (CASSON et al., 2000).  
A DHEA pode estimular a produção de PPARα (receptor α ativado por proliferador de 
peroxissomo), que promove o transporte de ácidos graxos através de membranas, como ocorre 
na mitocôndria e regula genes que codificam enzimas como delta-6 e delta-9 desnaturases, que 
fazem parte da reação de fosforilação mitocondrial oxidativa (FORD, 2013). Assim, a redução 
dos níveis de PPARα pode ser um fator que predisponha à disfunção citoplasmática em oócitos, 
comumente encontrada em mulheres com idade avançada (FORD, 2013). A importância do 
PPARα e sua estimulação a partir da DHEA demonstram que a suplementação oral com este 
hormônio está diretamente relacionada com a qualidade do oócito, o que corrobora com 
resultados de outros estudos, que mostram que a administração com DHEA foi capaz de 
aumentar o número de oócitos recrutados, assim como as taxas de fertilização e de implantação 
(FORD, 2013; GLEICHER; BARAD, 2011).   
 Assim sendo, a utilização de DHEA como um adjuvante às técnicas de reprodução 
assistida tem como objetivo melhorar a performance ovariana de mulheres com reserva 
ovariana reduzida ou de mulheres com idade superior a 38 anos (FOUANY; SHARARA, 2013; 
GLEICHER; BARAD, 2011). Cerca de um terço das clínicas de reprodução assistida no mundo 
vêm utilizando DHEA nos protocolos de suas pacientes, na tentativa de aumentar as chances 
de gestação (GLEICHER; BARAD, 2011). A administração de DHEA parece aumentar a 
qualidade do oócito, assim como dos embriões, possivelmente por este hormônio ter um papel 
direto no microambiente folicular, o que ocorre por ele estimular, através da testosterona, o AR. 
Assim, a DHEA gera um aumento no número de folículos antrais, por atuar, possivelmente, no 
recrutamento dos folículos. Como consequência, há um aumento da quantidade de hormônio 
AMH (hormônio anti-Mülleriano), o qual é secretado pelas células da granulosa de folículos 
em estágios pré-antral e early antral e aumenta a produção de inibina B (FOUANY; 
SHARARA, 2013; GLEICHER; BARAD, 2011). Tanto o número de folículos antrais quanto a 
dosagem do AMH, são características que definem a reserva ovariana, sendo que níveis baixos 
de AMH podem inferir falência ovariana precoce, enquanto que a administração de DHEA, ao 
contrário, gera um aumento na concentração de AMH (FOUANY; SHARARA, 2013). Além 





de abortos espontâneos, o que parece estar relacionado aos efeitos da DHEA sobre a segregação 
cromossômica no momento da divisão meiótica dos oócitos, o que diminui as chances de que 
os embriões sejam aneuplóides (GLEICHER; BARAD, 2011). Portanto, a utilização de DHEA 
como adjuvante nas técnicas de reprodução assistida pode reduzir as taxas de infertilidade, 
porém o mecanismo exato pelo qual este hormônio é capaz de realizar seus efeitos ainda é 
desconhecido.  
 
1.4 PROTOCOLO DE DESLUTEINIZAÇÃO  
 
As células do cumulus oophorus fazem parte do microambiente folicular, desta forma 
sua utilização permite avaliar os efeitos da DHEA sobre o folículo ovariano. As pacientes que 
realizam FIV, passam pelo processo de  indução hormonal o que leva as células foliculares a 
um estágio luteinizado quando coletadas. Portanto, a utilização deste modelo de cultivo celular 
acaba sendo limitado, pois, da maneira como são recuperadas, não é possível utilizar estas 
células em estágios anteriores ao de luteinização da foliculogênese (OPHIR et al., 2014). 
Considerando os efeitos da DHEA em estágios inicias do desenvolvimento folicular, 
nosso estudo baseou-se no protocolo de desluteinização desenvolvido por Ophir et al., em 2014. 
Este protocolo tem o objetivo de estimular as células do estágio luteinizado a se diferenciarem 
em células semelhantes às do folículo early antral e restaurar a responsividade hormonal destas 
células (OPHIR et al., 2014). 
 
1.5 GENES ALVO UTILIZADOS NESTE EXPERIMENTO 
 
Para avaliar os efeitos da exposição do SDHEA sobre as células do cumulus oophorus, 
utilizou-se probes TaqMan® com a finalidade de verificar se este hormônio tinha a capacidade 
de modificar a expressão de algum dos genes avaliados. O gene normalizador foi o HPRT1, 
baseado no trabalho de Alcoba D. e colaboradores (dados ainda não publicados).   
 O VCAM1 (molécula de adesão celular vascular 1) é uma glicoproteína transmembrana 





adesão das células brancas sanguíneas, assim como no extravasamento vascular destas células, 
sendo muito importante em reações inflamatórias e imunes (BENIFLA et al., 2001). Além 
disso, esta molécula desempenha um importante papel no reconhecimento e nas interações 
intracelulares que ocorrem no interior do ovário, participando também do processo de 
remodelamento da regulação do ciclo ovariano (FORNARO et al., 2007). Estudos realizados 
em pacientes submetidas à FIV demonstraram forte correlação entre os níveis de VCAM1 no 
líquido folicular e as taxas de fertilização, evidenciando que esta molécula pode estar envolvida 
no controle do desenvolvimento folicular, assim como da esteroidogênese. Ainda, ela mostrou 
maior expressão em folículos de maior diâmetro, comprovando sua maior importância em fases 
mais tardias do desenvolvimento folicular (BENIFLA et al., 2001; FORNARO et al., 2007). 
Portanto, a expressão gênica de VCAM1 em células foliculares pode ser um preditivo da 
qualidade oocitária.  
O FSH é um hormônio de extrema importância para o funcionamento reprodutivo 
normal, estando associado ao recrutamento folicular e  
à maturação oocitária. O mecanismo pelo qual o FSH contribui com a foliculogênese está 
relacionado principalmente por seu estímulo à produção de fatores de crescimento e por sua 
ação na esteroidogênese, na qual estimula a conversão de androgênios em estrogênios 
(GROMOLL et al., 1996). O FSH também é responsável por promover a diferenciação e a 
proliferação celular que ocorrem durante a foliculogênese nas células foliculares, da mesma 
forma que estimula a formação do antro folicular. Além disto, ele promove a extensão das 
junções GAP que ligam as CCs e o oócito (FRAGOULI; LALIOTI; WELLS, 2014). As ações 
celulares deste hormônio se dão após sua ligação ao seu receptor, o rFSH. Este está acoplado à 
proteína G e, quando ativado pela ligação do FSH, sofre uma mudança conformacional que 
causa um aumento de AMPc no citoplasma celular. Portanto, é a partir deste mecanismo (de 
aumento de AMPc) que o FSH causa seus efeitos na célula (GROMOLL; SIMONI, 2005). Dada 
a gama de contribuições do FSH à manutenção do folículo e ao seu correto desenvolvimento, 
especialmente por contribuir com a maturação oocitária (que é indispensável para que o oócito 
esteja apto para a fecundação), a avaliação do seu receptor permite avaliar sua adequada ação 
nas células. 
 O estradiol atua através de dois receptores no organismo feminino, o ERα e o ERβ. O 





não sendo específico dos ovários. Contrariamente, o ERβ é expresso principalmente e em maior 
abundância nas células da granulosa e, por este motivo, possui maior relevância no ambiente 
intraovariano (COUSE et al., 2005; JAMNONGJIT; HAMMES, 2006). O ERβ medeia a 
estimulação das células da granulosa por estradiol e modula a ação do FSH nestas células 
(JAMNONGJIT; HAMMES, 2006). Estudos realizados utilizando camundongos knockout para 
ERβ demonstraram uma redução na massa celular de cumulus e no crescimento de células da 
granulosa, com consequente redução da fertilidade das fêmeas. Ainda, foi vista uma redução 
significativa das taxas de ovulação, visto que sem a adequada ação do estradiol no ambiente 
ovariano ocorreram ciclos anovulatórios e, mesmo com estímulo de gonadotrofinas exógenas, 
não ocorreu ovulação de maneira adequada, o que reduziu o número de oócitos passíveis de 
fertilização (COUSE et al., 2005; JAMNONGJIT; HAMMES, 2006). Portanto, demonstrada a 
importância da ação do estradiol no ovário para que ocorra o desenvolvimento normal dos 
folículos, tem-se que a avaliação da expressão gênica do ERβ torna-se um indicador do 
adequado funcionamento hormonal ovariano, além de que a ação indireta da DHEA, após esta 
ser convertida em estrogênio, se dá através da ligação ao ERβ.  
 O AR faz parte da família dos receptores nucleares e sua expressão ocorre em células 
que fazem parte do eixo hipotálamo-hipófise-ovário, sendo ele amplamente expresso na gônada 
feminina, como nas células da granulosa, por exemplo (WALTERS, 2015). Sua ativação nas 
células da granulosa modula a expressão e a atividade de genes importantes na manutenção 
folicular, principalmente por modular a ação do FSH sobre as células da granulosa, 
favorecendo, assim, a diferenciação destas em células do cumulus oophorus (GERVÁSIO et 
al., 2014; GLEICHER; WEGHOFER; BARAD, 2011). A ação dos androgênios é mais 
proeminente durante as fases iniciais do desenvolvimento folicular, como é o caso dos folículos 
pré-antrais e early antrais (GLEICHER; WEGHOFER; BARAD, 2011). Portanto, a avaliação 
dos efeitos do SDHEA sobre a expressão do AR em CCs em estágio early antral poderá inferir 
sobre possíveis benefícios desta administração hormonal, uma vez que os androgênios exercem 










 Dados da literatura mostram efeitos positivos da administração de DHEA às pacientes 
submetidas aos processos de fertilização assistida, aumentando as taxas de fertilização e 
gestação. No entanto, os mecanismos pelos quais a DHEA e seu sulfato atuam no ambiente 
ovariano são desconhecidos. A realização deste trabalho justifica-se pela necessidade de 
estudos que tentem elucidar os mecanismos de ação desses hormônios no ambiente folicular. 
Este conhecimento, se comprovado, poderá otimizar o uso da DHEA, na busca de melhores 
































1.7.1 Objetivo geral 
 
Avaliar os efeitos da exposição do SDHEA em células do cumulus oophorus no estágio 
early antral da foliculogênese. 
 
1.7.2 Objetivos específicos 
 
 Avaliar a secreção dos hormônios E2, progesterona e SDHEA no sobrenadante do 
cultivo primário das células do cumulus oophorus no estado early antral , não luteinizado, nos 
grupos controle e tratado com SDHEA. 
Avaliar a expressão gênica de rFSH, de ERβ, de AR e de VCAM-1 de células do cumulus 


















TRABALHO EXPERIMENTAL  
NA FORMA DE ARTIGO CIENTÍFICO 
 
Com intenção de publicação na revista Journal of Reproductive Biology¸ este artigo está 
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Nowadays some researches are showing that supplementation of DHEA 
(dehydroepiandrosterone) can increase clinical pregnancy rates and the number of oocytes 
retrieved in patients undergoing assisted reproductive technologies (ART), mainly in women 
with diminished ovarian reserve (DOR). Despite the benefits of DHEA, its mechanism of action 
is unknown. Therefore, our study proposes to analyze the effects of SDHEA 
(dehydroepiandrosterone sulfate) in cumulus oophorus cells on early antral stage. The effects 
of SDHEA in these cells were measured through hormonal dosage of estradiol (E2), 
progesterone (P) and SDHEA, besides the gene expression of FSH receptor (rFSH), vascular 
cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), androgen receptor (AR) and estrogen receptor beta (ERβ). 
Our findings demonstrate that the major action of supplementation of SDHEA is to increase the 
levels of E2, without alteration on secretion of P. rFSH, AR and ERβ gene expression did not 
differ between control and treated groups. On the other hand, VCAM-1 gene expression was 
higher in control group, compared to treated. Additional studies are necessary to elucidate the 
exact action mechanism of DHEA, but the present study demonstrates that perhaps this 
mechanism may be involved with increased production of estradiol.  
Keywords: DHEA (dehydroepiandrosterone); SDHEA (dehydroepiandrosterone 


















 A infertilidade é uma alteração reprodutiva complexa que afeta cerca de 15% dos casais 
em idade reprodutiva no mundo todo, gerando implicações sociais e financeiras. Tal fato 
provoca um aumento na busca por técnicas de reprodução assistida (TRA) [1–3]. Contudo, 
alguns casais, mesmo após o tratamento com TRAs, permanecem apresentando baixas taxas de 
implantação e de gravidez. Casos assim são frequentes em mulheres com reserva ovariana 
diminuída (ROD), que, embora realizem a indução hormonal, apresentam um número reduzido 
de oócitos recuperados por punção ovariana [4]. Tendo em vista esta perspectiva, muitos 
estudos estão sendo realizados na tentativa de se conseguir aumentar o número de oócitos 
recrutados para a realização das TRAs. A DHEA (dehidroepiandrosterona) tem sido empregada 
em pacientes com ROD para essa finalidade e tem-se observado que a suplementação oral com 
este hormônio aumenta a responsividade das células foliculares às gonadotrofinas, 
potencializando os efeitos da indução hormonal [5]. Além disso, estudos demonstraram que 
mulheres que receberam DHEA antes da realização da FIV apresentaram aumento da qualidade 
do oócito e maior número de folículos antrais, indicando que este hormônio atua, também, no 
recrutamento folicular. Desta forma, conclui-se que a DHEA possui capacidade de elevar as 
chances de gestação a partir das TRAs [5,6]. O sulfato de dehidroepiandrosterona (SDHEA) é 
sintetizado a partir de uma molécula de DHEA, sob ação da enzima dehidroepiandrosterona 
sulfotransferase (DHEAST) que realiza a adição de um sulfato à molécula de DHEA [6]. 
A produção endógena de DHEA ocorre nos ovários, predominantemente nas células da 
teca, sendo que esta síntese hormonal inicia no estágio de folículo secundário e fornece 15% do 
aporte total de DHEA necessário para o organismo feminino. O restante da DHEA sintetizado 
no organismo (85%) é produzido pelas glândulas adrenais [6]. Além de sua ação endócrina, no 
meio intracelular a DHEA atua como precursora de outros androgênios e de estrogênios. Os 
androgênios, de forma geral, desempenham os papeis principais de promover o crescimento 
folicular e a ovulação, de manter a qualidade do oócito e as funções ovarianas, especialmente 
durante as fases iniciais da foliculogênese [7]. Os estrogênios, por sua vez, potencializam a ação 
do FSH (hormônio folículo estimulante) sobre as células foliculares por aumentarem a 
expressão de receptores de FSH (rFSH) e também por estimularem a proliferação de células do 





O folículo ovariano é a unidade fundamental do ovário, pois fornece um ambiente 
estrutural e funcional necessário ao desenvolvimento do gameta feminino [9]. É composto por 
células que se dispõem ao redor do oócito, como as células da granulosa e as células do cumulus 
oophorus (CCs). As células da granulosa compõem o folículo ovariano desde o estágio inicial 
da foliculogênese (folículo primordial). No entanto, durante a formação do antro, que ocorre no 
estágio de folículo antral, as células da granulosa diferenciam-se em CCs, as quais estão em 
contato íntimo com o oócito, e em células murais da granulosa (MGCs), as quais circundam o 
antro [10]. As CCs são indispensáveis para o crescimento do oócito, pois fornecem substrato 
energético ao gameta feminino, através das junções intercomunicantes (GAP) [3,10]. É também 
a partir das junções GAP que as CCs controlam a progressão da meiose I do oócito, processo 
de divisão celular que se inicia ainda na vida fetal e que somente se completa no momento da 
ovulação [3]. 
A utilização desse modelo experimental já está bem estabelecida, devido ao fato de que 
essas células estão em íntimo contato com o oócito e fornecem condições ideais para que o 
gameta feminino se desenvolva com qualidade [11]. Contudo, o cultivo primário das células da 
granulosa possui limitações experimentais, visto que sua obtenção se dá por TRAs nas quais 
estas células são expostas a hormônios (devido à indução hormonal das pacientes). Isso faz com 
que as células se encontrem em um estágio luteinizado quando recuperadas para a realização 
de estudos, e, portanto, não é possível avaliá-las em estágios anteriores ao de luteinização [11]. 
Vista a importância em se estudar e avaliar in vitro estágios da foliculogênese anteriores ao de 
luteinização das células foliculares, Ophir et al desenvolveram, em 2014, um protocolo de 
desluteinização celular [11]. Esse estudo demonstrou que as células murais da granulosa em 
estágio luteinizado, obtidas através das TRAs, quando cultivadas pelo período de 4 dias em 
meio de cultura livre de hormônios, com troca diária do meio, diferenciavam-se em células 
semelhantes àquelas em estágios anteriores da foliculogênese. A partir desse protocolo pode-se 
reprogramar as células murais da granulosa a um estágio de desenvolvimento folicular 
semelhante ao early antral, que fisiologicamente é representado pelo folículo antral e que 
precede o folículo pré-ovulatório [11].  
Portanto, o objetivo do presente estudo é avaliar, sob diferentes aspectos, os efeitos da 






2.2 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
2.2.1 Pacientes e aspectos éticos 
 
As amostras de células do cumulus oophorus foram obtidas de dez pacientes (com idade 
entre 25 a 45 anos) que realizaram FIV como tratamento para infertilidade na Clínica de 
Reprodução Assistida ProSer. A estimulação hormonal foi realizada de acordo com conduta 
médica independente desse estudo. Excluíram-se deste estudo pacientes portadoras da síndrome 
do ovário policístico (SOP) ou com número de folículos igual ou inferior a 3. Todas as pacientes 
que aceitaram participar deste estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido 
(TCLE) (anexo B) para utilização de suas células foliculares.  
Este trabalho está de acordo com as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa 
envolvendo Seres Humanos (Resoluções 466/12 e 303/00 do Conselho Nacional de Saúde), e 
foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (projeto 
nº 15-0288).  
 
2.2.2 Punção ovariana e coleta de células do cumulus oophorus 
 
As células do cumulus foram obtidas através do fluído folicular, o qual é aspirado 
transvaginalmente com o auxílio de monitoramento por ultrassonografia durante a punção 
folicular. Após o isolamento do complexo cumulus-oócito (CCO) e o desnudamento do gameta 
(ambos realizados por embriologistas e com protocolo independente deste estudo), esse fluido 
foi utilizado para obtenção das CCs. A partir deste fluido, então, as CCs foram ressuspendidas 
em 2 mL de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) high glicose (D5796 
– Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) (Gibco) e 1% de antibiótico 
(kanamicina) (Gibco). A concentração de células foi determinada em câmara de Neubauer e as 
células foram semeadas em placas de 6 poços (Kasvi), contendo 2 mL de meio de cultivo por 









2.2.3 Cultivo celular e tratamento experimental 
 
As células recuperadas foram incubadas em estufa a temperatura de 37°C com 100% de 
umidade relativa do ar e 5% de concentração de CO2. O meio utilizado para o cultivo foi o 
DMEM high glicose suplementado com 10% de SBF e 1% de antibiótico (kanamicina). Durante 
os primeiros quatro dias de cultivo (período de desluteinização [11]), as células foram mantidas 
em meio livre de hormônios, com troca diária do meio. No quarto dia, o grupo tratado foi 
exposto a 0,08 µM de SDHEA, enquanto que no grupo controle houve reposição do meio livre 
de hormônios. Os cultivos foram mantidos por oito dias, havendo, ainda, uma troca de meio 
para ambos os grupos no sexto dia, sendo que o grupo tratado recebeu meio suplementado com 
SDHEA (protocolo estabelecido por Schneider J. e colaboradores (dados ainda não 
publicados)).  
 
2.2.4 Extração e quantificação de RNA total 
 
O RNA total foi extraído no oitavo dia do cultivo celular. O meio de cultura presente 
em cada poço foi desprezado, e as células foram removidas da placa de cultura com o uso de 
500 µL de tripsina por poço (Gibco). Após aproximadamente 10 min, adicionou-se 1 mL do 
meio de cultura descrito anteriormente. O volume total foi centrifugado a 500 rpm durante 6 
min, e o sobrenadante desprezado. Por fim, a extração do RNA foi realizada com o kit 
RNAqueous® total RNA isolation, conforme o protocolo fornecido pelo fabricante 
(TermoFischer). Após, as amostras de RNA total foram armazenadas a -80°C. A quantificação 
das amostras de RNA e seu nível de pureza foram determinados por espectrofotometria a 280 
nm (NanoDrop, ND-2000).  
 
2.2.5 Síntese de cDNA 
 
O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 1 µg de RNA total utilizando-
se o oligonucleotídeo (primer) complementar à cauda poli-A característica do RNAm (RNA 
mensageiro) (Oligo (DT)12-18), produzindo um cDNA predominantemente a partir de RNAm. 
A reação de síntese do cDNA foi realizada com o kit GoScript™ Reverse Transcription System, 





2.2.6 Análise da expressão gênica por RT-qPCR 
 
A análise da expressão gênica foi realizada utilizando os ensaios inventoriados da 
TaqMan® para os seguintes genes: rFSH (Hs00174865_m1), ERβ (Hs00230957_m1), VCAM1 
(Hs01003372_m1), AR (Hs00171172_m1) e, como controle endógeno, HPRT1 
(Hs02800695_m1) (Tabela 1). As reações de qPCR foram realizadas com a TaqMan® 
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). As amostras de cDNA foram amplificadas 
pelo aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) em um volume 
total de 10 µL por reação, sendo 5 µL de Master Mix, 0,5 µL de sonda, 2,5 µL de H2O e 2 µL 
de amostra diluída 1:5 para os genes FSHR, VCAM1 e AR, e 5 µL de Master Mix, 0,5 µL de 
sonda, 0,5 µL de H2O e 4 µL de amostra diluída 1:5 para o gene ERβ. A amplificação das 
amostras de cDNA foi realizada em triplicata (FSHR, VCAM1 e AR) ou em duplicata (ERβ) 
em placas de 96 poços. A leitura da fluorescência emitida pelas sondas TaqMan® nas amostras 
foi feita ao final de cada ciclo, durante 40 ciclos. Antes da realização dos ensaios, foi feita a 
curva de padronização para cada gene analisado, com o objetivo de padronizar a diluição das 
amostras e determinar a eficiência das reações.  
A quantificação das amostras de cDNA se baseou no método de comparação 
quantitativa (ΔΔCT), em que a expressão dos genes de interesse na amostra é comparada com a 
de uma amostra calibradora (que consiste de um pool de amostras controle). Com o objetivo de 
avaliar em quantas vezes a expressão gênica foi, ou não, alterada, tendo como base a reação da 
amostra calibradora normalizada pelo controle endógeno HPRT1, calculou-se o fold change 
(FC) com base na equação: FC = 2-ΔΔCT. A partir desta comparação foi possível observar quantas 
vezes as amostras foram mais ou menos expressas em relação à amostra calibradora. 
 
2.2.7 Dosagens bioquímicas 
 
O sobrenadante do cultivo primário das células do cumulus foi coletado nos dias 1, 4, 6 
e 8. A concentração de E2, de P e de SDHEA foi determinada através de 
eletroquimioluminescência (ECL), de ECL competitiva e de imunoensaio quimioluminescente 
de micropartículas Architect, respectivamente, utilizando kits comerciais Cobas e602, Cobas 
e601 e Ci4100 ABBOTT. Foram realizadas, também, dosagens hormonais do meio de cultura 





que possam estar presentes no SBF. As dosagens foram realizadas pelo serviço de Bioquímica 
do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 
 
2.2.8 Análise Estatística 
 
A normalidade dos dados foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk. Após, os 
resultados de dosagens hormonais foram analisados pelo teste de Equações de Estimação 
Generalizadas (GEE), seguido do teste post hoc de Bonferroni para as comparações múltiplas, 
o qual reduz a possibilidade de ser encontrada uma significância ao acaso dos resultados. Para 
os resultados de expressão gênica, a análise foi feita com o teste não paramétrico de Wilcoxon. 
As análises estatísticas foram realizadas através do processador de dados SPSS 20.0 (Statistical 



























2.3.1 Descrição das pacientes 
 
A faixa etária das pacientes que participaram deste estudo foi de 25 a 45 anos, com 
média de 37,5± 4,01 anos (Tabela 2). O número de oócitos recuperados durante a punção 
folicular variou de 6 a 17 oócitos por paciente, com uma média de 12,1 oócitos por paciente (± 
3,51) (Tabela 2). Essa grande variabilidade se deu devido a fatores individuais, que influenciam 
na resposta das pacientes à indução hormonal. 
 
 
2.3.2 Dosagens hormonais do sobrenadante do cultivo celular de células do 
cumulus em estágio early antral 
 
Os valores de SDHEA (µg/dL), de progesterona (ng/mL) e de estradiol (pg/mL), obtidos 
do sobrenadante do cultivo primário de células do cumulus (Figura 1) nos dias 1, 4, 6 e 8 estão 
representados nas tabelas 3, 4 e 5 e nas figuras 2, 3 e 4, respectivamente. O teste estatístico 
avaliou a interação das variáveis analisadas (tempo*grupo). Os resultados para SDHEA (Figura 
2) demonstraram que houve maior concentração de SDHEA no grupo tratado em função do 
tempo (p = 0,001). Os resultados da secreção de estradiol, por sua vez, demonstraram que o 
tratamento com SDHEA alterou a secreção de estradiol em função do tempo (p = 0,001). 
Enquanto a secreção de progesterona não teve interação entre as variáveis (p = 0,520), havendo 
apenas variação de sua secreção função do tempo (p = 0,001).  
Os níveis de SDHEA se mostraram elevados em ambos os grupos no dia 1 (Figura 2). 
No dia 4, no entanto, foi vista uma redução da concentração de SDHEA no sobrenadante celular 
de ambos os grupos. Nos dias 6 e 8 estes baixos níveis hormonais mantiveram-se constantes no 
grupo controle, mas, por outro lado, aumentaram significativamente no grupo tratado, uma vez 
que houve administração de SDHEA a este grupo. 
Altos níveis de secreção de progesterona (Figura 3) foram observados no dia 1 nos 
grupos controle e tratado que se mantiveram semelhantes no dia 4. Nos dias 6 e 8 foi observado 
um aumento nos níveis de progesterona para ambos os grupos, não apresentando diferença entre 





Os níveis de estradiol (Figura 4) no dia 1 mostraram-se elevados para ambos os grupos. 
No dia 4 estes níveis reduziram-se significativamente em relação ao dia 1 em ambos os grupos. 
No grupo tratado ocorreu aumento dos níveis de estradiol nos dias 6 e 8, que se assemelharam 
aos valores observados no dia 1. O grupo controle apresentou níveis de estradiol reduzidos nos 
dias 6 e 8 em relação ao tratado, embora estes valores tenham sido maiores do que os observados 
no dia 4.   
 
 
2.3.3 Análise da expressão gênica por RT-qPCR  
 
Os valores de expressão gênica estão representados na Tabela 6 e na Figura 5. A 
expressão dos genes rFSH, AR e ERβ não foi alterada com a presença do hormônio DHEA, 
conforme representado na figura 4. A expressão do gene VCAM-1, por sua vez, apresentou uma 

























Nosso estudo demonstrou que o SDHEA foi capaz de aumentar os níveis de estradiol 
em células do cumulus de estágio early antral, o que demonstra seus efeitos positivos sobre o 
ambiente folicular, embora não tenha modulado os níveis de progesterona. Além disto, o 
SDHEA não alterou a expressão dos genes rFSH, ERβ e AR, no entanto reduziu a expressão do 
gene VCAM-1. O SDHEA foi utilizado neste trabalho com base em evidências que demonstram 
a eficácia clínica da suplementação oral de pacientes com DHEA em aumentar a responsividade 
ovariana, especialmente em pacientes com reserva ovariana diminuída. Estudos apontam que a 
administração de DHEA, em mulheres que realizam TRAs, eleva as taxas de gravidez [6,12], 
reduz a quantidade de gonadotrofinas necessárias para a indução hormonal ovariana e aumenta 
o número de oócitos recrutados, provavelmente por uma ação no recrutamento folicular. A 
influência da DHEA nestes aspectos sugere sua ação no microambiente folicular, embora se 
desconheça o mecanismo pelo qual este hormônio interfere nos resultados das TRAs. Em cerca 
de 1/3 das clínicas de reprodução assistida no mundo este hormônio é administrado às pacientes 
com a intenção de aumentar as taxas de sucesso na fertilização, o que torna importante o 
conhecimento do mecanismo pelo qual a DHEA atua no ambiente ovariano [4].  
Conforme demonstrado por Gleicher et al, em 2011, os androgênios, como o SDHEA, 
desempenham seus principais efeitos quando dos estágios iniciais do desenvolvimento 
folicular, como por exemplo em folículos pré-antrais ou antrais, contribuindo assim com a 
maturação folicular [13]. Para avaliar os efeitos da DHEA sobre o folículo ovariano é necessário 
utilizar células que o compõe, como as células foliculares. Porém a obtenção destas células a 
partir de técnicas de reprodução assistida, faz com que estas encontrem-se em estágio 
luteinizado (após indução hormonal das pacientes). E devido à importância de se estudar os 
efeitos do SDHEA no ambiento folicular em estágios da foliculogênese anteriores à 
luteinização, nosso estudo baseou-se no protocolo desenvolvido por Ophir et al em 2014. Este 
protocolo tem a finalidade de favorecer a desluteinização das células foliculares [11]. A partir 
disto, estas células cultivadas, inicialmente em estágio luteinizado, diferenciam-se em células 
semelhantes às do estágio early antral não luteinizado, pertencentes ao folículo antral [11]. 
Desta forma, o protocolo de desluteinização restaura a responsividade das células foliculares às 





Devido ao fato de a concentração de SDHEA na circulação feminina ser em torno de 10 
µM, sendo cerca de 250 vezes maior do que a de DHEA, que é aproximadamente 30 nM, além 
de seu tempo de meia vida ser mais longo (10 – 20 horas) em comparação ao tempo de meia 
vida da DHEA (1 – 3 horas), nosso estudo optou pela utilização da suplementação com SDHEA 
[14,15]. Com base em estudos anteriores realizados por Schneider, J. e colaboradores (dados 
ainda não publicados), a dose de SDHEA utilizada neste estudo foi 0,08 µM. Grande parte dos 
estudos que realizaram suplementação com DHEA utilizaram doses diárias de 75 mg cerca de 
3 a 4 meses antes da indução hormonal para realização de FIV/ICSI [6,16,17]. Embora a dose 
utilizada nestes estudos tenha sido inúmeras vezes superior à dose de SDHEA utilizada em 
nosso estudo, este hormônio irá sofrer metabolização de primeira passagem no fígado, o que 
irá reduzir em muitas vezes a concentração inicial administrada, sendo que uma quantidade 
hormonal muito menor alcançará os tecidos alvos (neste caso, o tecido ovariano) [18]. Contudo, 
uma vez que nosso estudo é realizado in vitro, não ocorre metabolismo de primeira passagem, 
o que permite que a dose hormonal de exposição do SDHEA às células do cumulus seja de 0,08 
µM.  
Como não houve administração de SDHEA durante os quatro primeiros dias de cultivo 
celular, seus níveis elevados no dia 1 são encontrados devido à presença desse hormônio no 
fluido folicular coletado. Uma vez que as células da teca e da granulosa produzem SDHEA 
durante a foliculogênese, este hormônio está presente no microambiente folicular no momento 
da punção ovariana [17]. No dia 4, no entanto, há redução da concentração de SDHEA no 
sobrenadante celular de ambos os grupos. Isto ocorre em decorrência da troca diária de meio 
nos quatro primeiros dias de cultivo, mostrando não haver produção endógena significativa de 
SDHEA pelas células do cumulus. Desta forma, nos dias 6 e 8 estes baixos níveis hormonais 
mantiveram-se constantes no grupo controle e, por outro lado, aumentaram significativamente 
no grupo tratado, uma vez que houve administração de SDHEA a este grupo. 
Os níveis de secreção de progesterona mostraram-se elevados durante os 8 dias de 
cultivo celular nos dois grupos experimentais (controle e tratado), revelando que a secreção de 
progesterona pelas células do cumulus não varia devido à exposição ao SDHEA. O aumento da 
secreção de progesterona observado nos dias 6 e 8 de cultivo celular não é característico do 
estágio da foliculogênese que foi testado em nosso estudo (early antral). No entanto, este 





número de células nestes dias, observado visualmente, sendo a quantidade celular nos dias 6 e 
8 maior do que nos dias 1 e 4.  
Os níveis de estradiol de mulheres na iminência da ovulação podem variar de 250 a 2000 
pg/mL [19]. Os valores encontrados em nosso trabalho no dia 1 de cultivo celular (quando as 
células estão luteinizadas) estão dentro desta faixa e, após os 4 dias de desluteinização celular, 
estes valores caem drasticamente, como pode ser observado na tabela 5. Os baixos níveis de 
estradiol encontrados em nosso estudo para o dia 4 estão de acordo com a desluteinização das 
células do cumulus, visto que no estágio semelhante ao early antral os níveis deste hormônio 
são baixos, e alcançam um pico no período de luteinização [20]. O aumento de estradiol no 
grupo controle observado nos dias 6 e 8 pode ser explicado pela produção endógena do 
hormônio nas células do cumulus, que proliferaram durante o tempo de cultivo, uma vez que 
esse grupo não recebeu tratamento hormonal.   
Além disto, o presente trabalho permitiu a observação de que as células do cumulus 
expostas ao SDHEA apresentaram maior secreção de estradiol do que as não expostas. O 
aumento desta secreção pode estar relacionado ao mecanismo pelo qual a DHEA é capaz de 
aumentar o número de oócitos recrutados nas TRAs, uma vez que os hormônios estrogênios, 
principalmente o β-estradiol, desempenham funções indispensáveis ao funcionamento do 
sistema reprodutor feminino [8]. Estes hormônios atuam de forma indireta sobre a 
foliculogênese e sobre o desenvolvimento do oócito, uma vez que controlam a liberação de FSH 
e de LH (hormônio luteinizante) (altos níveis de estrogênio induzem a liberação de LH) por 
feedback na hipófise anterior [20,21]. O estrogênio aumenta a expressão de receptores de FSH 
nas células, o que favorece a ação desta gonadotrofina, além de estimular a proliferação das 
células do cumulus in vivo [8]. Os estrogênios são produzidos nos ovários pelas células da 
granulosa por ação da enzima aromatase, e, como no presente estudo há aumento de estradiol 
após o tratamento com SDHEA, supõe-se que as células do cumulus expressem esta enzima 
[22]. Portanto, os maiores níveis de secreção de estradiol pelas células tratadas com SDHEA 
podem estar relacionados ao fato de o estradiol favorecer que os folículos recrutados assumam 
dominância. Assim, pode-se pensar que o mecanismo pelo qual o SDHEA aumente o número 
de oócitos seja pelos altos níveis de estradiol por ele gerado, permitindo que inúmeros folículos 
assumam dominância concomitantemente no momento da indução ovariana hormonal. Deste 





indução hormonal, fato este que corrobora com os dados encontrados em estudos de 
suplementação oral com DHEA [23].  
 Os resultados obtidos com os ensaios de expressão gênica demonstram que os genes 
rFSH, AR e ERβ não apresentaram uma expressão significativamente diferente entre os grupos 
controle e o exposto ao SDHEA. Uma vez que estes genes codificam receptores de hormônios 
que são importantes para a foliculogênese, sua avaliação representa, de forma indireta, uma 
forma de análise da qualidade folicular.  
 Os resultados obtidos através do estudo desenvolvido por Ekart et al, em 2012, 
corroboram com os encontrados em nosso trabalho, em que o nível de expressão de rFSH nas 
células do cumulus não apresentou alterações conforme a exposição ao SDHEA. No entanto, 
nosso estudo demonstrou que o SDHEA aumenta a secreção de estradiol, sugerindo ser este um 
dos mecanismos pelo qual o SDHEA influencia positivamente na qualidade folicular. Da 
mesma forma, Ekart et al, demonstraram que a expressão isolada de rFSH nas células do 
cumulus não apresentou associação com a qualidade do oócito, embora a análise em conjunto 
deste e de outros genes apresentou correlação à qualidade oocitária [24]. Portanto, embora o 
SDHEA não tenha alterado os níveis de transcrição do rFSH de forma isolada, isso não significa 
que sua suplementação não possa interferir na qualidade do oócito, visto que a análise de outros 
genes são necessárias para determinar a qualidade oocitária.  
Assidi et al, 2011, realizaram um estudo com o objetivo de selecionar possíveis 
biomarcadores presentes nas CCs que indicassem competência oocitária. Dentre inúmeros 
genes avaliados por qPCR, a expressão de AR foi positivamente associada a maiores taxas de 
gravidez. Desta forma, é possível supor que níveis inferiores de AR minimizam a ação dos 
hormônios androgênicos, prejudicando o desenvolvimento folicular, o que impede que as taxas 
de fertilização sejam positivas [25]. No entanto, o tratamento com SDHEA não foi capaz de 
modular os níveis de transcrição do gene AR em células do cumulus; porém, a exposição das 
células a este hormônio elevou a secreção de estradiol, o que nos permite inferir que ele atua, 
de forma indireta, no microambiente folicular, uma vez que os androgênios são convertidos em 
estrogênios. Desta forma, mesmo que não se tenha observado diferença na expressão deste 
gene, fica implícito o efeito indireto do SDHEA sobre as células do cumulus através da 
produção de estradiol. 
O ERβ é expresso em maior quantidade no ovário (células da granulosa, células da teca, 





sua contribuição mais direta com o desenvolvimento ovariano quando comparado com o ERα. 
Os níveis do ERβ estão associados indiretamente ao desenvolvimento folicular, uma vez que 
estudos realizados em camundongos ERβ knockout revelaram que os animais do experimento 
apresentaram atraso na foliculogênese e disfunções ovarianas [26]. Nossos resultados 
demonstraram que o SDHEA não alterou a expressão gênica do ERβ, porém nosso N para 
análise deste gene foi de apenas 4 pacientes. Este N amostral foi baixo se comparado ao N de 
10 pacientes para análise da expressão dos outros genes neste estudo. Com isso, seria necessário 
um N maior para indicar com maior precisão os efeitos do SDHEA sobre a expressão do ERβ. 
Além disto, como o SDHEA eleva a secreção de estradiol e uma vez que este hormônio se liga 
ao ERβ, pode ocorrer downregulation na expressão deste receptor, devido a maior quantidade 
de hormônio atuando de forma autócrina nas células do cumulus. Esta hipótese sugere que o 
nível de expressão de ERβ no grupo tratado poderia se apresentar semelhante ao controle, em 
função da maior secreção de estradiol.      
Diferentemente dos outros genes avaliados, o nível de expressão do VCAM-1 
apresentou-se diminuído no grupo exposto ao SDHEA. Beninfla et al, em 2001, demonstraram 
haver correlação entre os níveis de VCAM-1 (forma solúvel da proteína) no fluido folicular nas 
fases tardias do desenvolvimento folicular e maiores taxas de fertilização. Este dado demonstra 
que os níveis proteicos de VCAM-1 podem estar associados à qualidade folicular, uma vez que 
o aumento de sua síntese está correlacionado a um aumento nas taxas de fertilização [27]. Porém 
além de Beninfla et al terem avaliado a expressão proteica de VCAM-1, enquanto nosso estudo 
avaliou a expressão gênica, os maiores níveis de VCAM-1 encontrados por este autor ocorrem 
em fases mais tardias do desenvolvimento folicular, enquanto nosso estudo avaliou o estágio 
early antral.  
 Com base em nossos resultados conclui-se que o SDHEA, no modelo experimental 
proposto, não modulou a secreção de progesterona, assim como não alterou a expressão dos 
genes avaliados rFSH, AR e ERβ nestas células, embora o nível de expressão de VCAM-1 tenha  
reduzido no grupo tratado. Estudos futuros são necessários para compreender melhor os efeitos 
do SDHEA sobre os níveis destes genes. No entanto, o SDHEA foi capaz de aumentar 
significativamente a secreção de estradiol em células do cumulus, e uma vez que este hormônio 
é fundamental à função ovariana, pode ser um dos mecanismos envolvidos no efeito positivo 









   
   
Figura 1: Imagens do cultivo de células do cumulus através do protocolo de desluteinização. Microscopia 
óptica do microscópio Olympus CKX41. A e C - Cultivo primário de células do cumulus em estágio early antral 
do grupo controle nos dias 4 e 8, respectivamente. B e D - Cultivo primário de células do cumulus em estágio early 








Figura 2: Valores de SDHEA, em µg/dL, do sobrenadante das células do cumulus oophorus (CCs) no estágio 
early antral, nos dias 1, 4, 6 e 8 de cultivo celular, nos grupos controle e tratado (com SDHEA). Dados expressos 
em média ± erro padrão. A: indica diferença significativa entre os grupos controle e tratado (p ≤ 0,05). a: indica 
diferença significativa em relação ao dia 1 (p ≤ 0,05). b: indica diferença significativa em relação ao dia 1 [p ≤ 


































Figura 3: Valores de progesterona, em ng/mL, do sobrenadante das células do cumulus oophorus (CCs) no estágio 
early antral, nos dias 1, 4, 6 e 8 de cultivo celular, nos grupos controle e tratado (com SDHEA). a: indica diferença 
significativa entre os dias 4 e 6 (p ≤ 0,05). b: indica diferença significativa do dia 8 em relação aos dias 1 e 4 (p ≤ 



























Figura 4: Valores de estradiol (E2), em pg/mL, do sobrenadante das células do cumulus oophorus (CCs) no estágio 
early antral, nos dias 1, 4, 6 e 8 de cultivo celular, nos grupos controle e tratado (com SDHEA). Dados expressos 
em média ± erro padrão. A: indica diferença significativa entre os grupos controle e tratado (p ≤ 0,05). a: indica 
diferença significativa entre os dia 1 e 4 do grupo controle (p ≤ 0,05). b: indica diferença significativa dos dias 6 
e 8 em relação ao dia 4 (p ≤ 0,05). c: indica diferença significativa do dia 4 para os dias 1, 6 e 8 (p ≤ 0,05). N=10 





























      
 
Figura 5: Valores de fold change  dos genes rFSH (figura A), ERβ (figura B), VCAM1 (figura C) e AR (figura 
D) para os grupos controle e tratado. Dados expressos em mediana e intervalo interquartil (25-75%),* significância 




























Tabela 2: Informações da idade, número de oócitos recuperados e tipo de protocolo de indução hormonal utilizado 





1 36 12 
2 40 6 
3 29 11 
4 35 14 
5 36 13 
6 42 15 
7 43 7 
8 36 15 
9 39 17 
10 38 11 













HPRT1 Hipoxantina Fosforibosil-Transferase 1 Xq26.1 Via metabólica de recuperação das purinas 
rFSH Receptor de FSH 2p21-p16 Ação do FSH  
VCAM1 Molécula de Adesão Celular Vascular 1 1p32-p31 Mediação da adesão das células brancas sanguíneas  
AR Receptor de Androgênio Xq12 Ação dos androgênios 





Tabela 3: Valores de SDHEA, em µg/dL, do sobrenadante das células do cumulus oophorus (CC) em estágio 
early antral, nos dias 1, 4, 6 e 8 de cultivo celular, nos grupos controle e tratado (com SDHEA). Dados expressos 





N Dia 1 Dia 4 Dia 6 Dia 8 
Controle 10 3,5 ± 0,47 0,43 ± 0,13a 0,46 ± 0,14a 0,59 ± 0,12a 
Tratado 10 3,65 ± 0,46 0,18 ± 0,10a 4,69 ± 0,20A 4,96 ± 0,24Ab 
a: indica diferença significativa em relação ao dia 1 (p ≤ 0,05). b:indica diferença significativa em relação ao dia 1 (p ≤ 0,05).  




Tabela 4: Valores de progesterona, em ng/mL, do sobrenadante das células do cumulus oophorus (CC) em estágio 
early antral, nos dias 1, 4, 6 e 8 de cultivo celular, nos grupos controle e tratado (com SDHEA). Dados expressos 





N Dia 1 Dia 4 Dia 6 Dia 8 
Controle 10 491,85 ± 118,50 404,45 ± 97,83 671,45 ± 149,04a 991,35 ± 226,92b 
Tratado 10 532,95 ± 140,07 427,6 ± 105,72 594,05 ± 113,70a 920,3 ± 212,70b 
a: indica diferença significativa entre os dias 4 e 6 (p ≤ 0,05). b: indica diferença significativa do dia 8 em relação aos dias 1 e 4 

















Tabela 5: Valores de estradiol (E2), em pg/mL, do sobrenadante das células do cumulus oophorus (CC) em estágio 
early antral, nos dias 1, 4, 6 e 8 de cultivo celular, nos grupos controle e tratado (com SDHEA). Dados expressos 





N Dia 1 Dia 4 Dia 6 Dia 8 
Controle 10 527,34 ± 75,62 49,78 ± 5,88a 71,38 ± 7,89b 141,67 ± 32,48b 
Tratado 10 536,61 ± 76,35 49,65 ± 6,0c 473,76 ± 76,43A 655,42 ± 85,37A 
a: indica diferença significativa entre os dia 1 e 4 do grupo controle (p ≤ 0,05). b: indica diferença significativa dos dias 6 e 8 
em relação ao dia 1 e 4 (p ≤ 0,05). c: indica diferença significativa do dia 4 para os dias 1, 6 e 8 no grupo tratado (p ≤ 0,05). A: 




Tabela 6: Comparação quantitativa entre a expressão dos genes alvos (rFSH, VCAM-1, AR e ERβ) normalizados 
pela expressão do controle endógeno (HPRT1).  Dados expressos em mediana e intervalo interquartil (25-75%). 






rFSH ERβ VCAM1 AR 
Controle 0,86 (0,40 – 2,74) 0,52 (0,36 – 0,7) 0,33 (0,2 – 0,48)A 1,01 (0,6 – 1,4) 
Tratado 1,44 (0,82 – 2,22) 0,36 (0,27 – 0,82) 0,23 (0,3 – 0,36) 1,07 (0,62 – 1,55) 
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Com base nos resultados encontrados para os níveis de estradiol no dia 4 de cultivo, em 
que houve uma considerável redução em comparação ao dia 1, nosso estudo confirma que o 
protocolo de desluteinização proposto por Ophir et al foi capaz de simular in vitro o estágio 
early antral do desenvolvimento folicular. 
 A exposição celular ao SDHEA modula positivamente a secreção de estradiol e, uma 
vez que este hormônio é fundamental à função ovariana, seu aumento pode ser um dos possíveis 
mecanismos para explicar o efeito positivo da administração do SDHEA observado na clínica.  
O SDHEA não alterou a secreção celular de progesterona, o que sugere que o 
mecanismo de ação do SDHEA não está associado à modulação dos níveis deste hormônio. 
 A exposição celular ao SDHEA não modificou a expressão dos genes rFSH, AR e ERβ; 
no modelo experimental utilizado. 





Até o presente momento, não se tem conhecimento sobre outros estudos que tenham 
avaliado o efeito do SDHEA in vitro em células foliculares de estágio early antral, porém são 
necessários estudos em outros estágios do desenvolvimento folicular que demonstrem de forma 
mais ampla o efeito da SDHEA no sistema reprodutor feminino, especialmente em células 
foliculares. Portanto, como perspectivas para este trabalho, tem-se a avaliação da expressão de 
do gene CYP19A1 através de RT-qPCR, após exposição das células do cumulus em estágio 
early antral ao SDHEA, como também a avaliação do nível proteico de rFSH, AR, ERβ, 
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ANEXO B – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 
 
Projeto: EFEITO DO SULFATO DE DEHIDROEPIANDROSTERONA (SDHEA) SOBRE 
CÉLULAS FOLICULARES NOS ESTÁGIOS ANTRAL INICIAL E PRÉ-OVULATÓRIO 
Pesquisador responsável: Prof. Dra. Ilma Simoni Brum da Silva (Laboratório de Biologia 
Molecular Endócrina e Tumoral – UFRGS) 
Telefone para contato: (51) 3308 - 3559 
 
Prezada paciente, antes de concordar em participar deste estudo de pesquisa é importante que você 
leia e entenda a explicação que se segue sobre os procedimentos propostos. Se depois de ler este Termo 
de Consentimento Livre e Esclarecido existir alguma coisa que você não compreenda sobre o estudo ou 
sobre os procedimentos, por favor, pergunte ao responsável que está aplicando este termo. 
Você está sendo convidada para participar do estudo que estamos realizando sobre a 
caracterização do modelo de cultura de células que formam o folículo ovariano [estrutura que está ao 
redor do óvulo) e a avaliação do efeito de um hormônio (chamado dehidroepiandrosterona) sobre essas 
células (chamadas de células murais da granulosa e células do cumulus oophorus). O objetivo do nosso 
estudo é observar quais os efeitos deste hormônio quando as células são cultivadas em laboratório, a fim 
de termos uma ideia do efeito deste hormônio sobre o próprio óvulo. 
Estamos convidando a senhora para fazer parte deste experimento, pois quando a senhora realizar 
o seu procedimento de Reprodução Assistida, as células que estão junto ao seu óvulo são coletadas, 
naturalmente. No entanto, essas células não são utilizadas nos procedimentos de fertilização, elas são 
rotineiramente descartadas, pois não apresentam utilidade para as técnicas de Reprodução Assistida. Por 
isso estamos solicitando permissão para utilizar essas células, as quais seriam desprezadas, em nossa 
pesquisa. A coleta das células não acarretará alteração nos procedimentos de seu tratamento, pois ela 
ocorrerá após a técnica de coleta de seu óvulo (após a punção ovariana), no momento em que elas seriam 
descartadas. A sua participação no estudo é isenta de despesas (não trará custos a você) e a senhora não 
receberá nenhum pagamento (não será remunerada) pela sua participação. 
Os resultados deste estudo não trarão benefícios nem prejuízos diretos para a senhora, assim como 
não há aumento do risco de seu tratamento de Reprodução Assistida devido a sua participação no estudo 
(os riscos do tratamento são independentes deste estudo), pois não será realizada nenhuma técnica a 
mais durante o período do tratamento (não haverá nenhuma intervenção adicional). Se houver algum 
dano diretamente decorrente de sua participação no estudo, você terá direito à indenização conforme 
previsto em lei. Você é livre para decidir para participar ou não do estudo, assim como, retirar-se dele 
em qualquer momento sem prejuízo ou alteração na rotina de seu tratamento ou relacionamento com 
seu médico. 
Todas as informações obtidas estarão à sua disposição se assim desejar. Todos os resultados 
referentes à pesquisa serão utilizados para fins exclusivos de pesquisa, sendo resguardada sua total 





confidencialidade. Da mesma forma, a amostra de seu material não será utilizada para nenhuma outra 
finalidade, após o cultivo dessas células o material será descartado de forma correta. 
Caso a Sra. fique com alguma dúvida em relação ao projeto poderá entrar em contato com a 
pesquisadora responsável, através do telefone informado no topo da página 1, ou com o Comitê de Ética 
em Pesquisa do Hospital envolvido, de segunda a sexta-feira, das 8 às 17 horas, através do telefone (51) 
3359 - 8304, para esclarecer suas dúvidas. 
Eu, __________________________________________, li e entendi o propósito do estudo, bem 
como os potenciais benefícios e riscos da participação no estudo e concordo em participar. Afirmo que 
fui adequadamente informada sobre o protocolo em questão e tive a oportunidade de fazer perguntas e 
minhas perguntas foram respondidas. Declaro que recebi cópia do presente Termo de Consentimento e 
que entendi os objetivos, riscos e benefícios de minha participação na pesquisa e concordo em participar. 




   ______________________________                    ___________________________ 
           Nome (em letra de forma)                                              Assinatura 
 




Eu, abaixo assinado, expliquei completamente todos os detalhes relevantes deste estudo ao sujeito 
mencionado acima.  
 
   ______________________________                       ___________________________ 
           Nome (em letra de forma)                                              Assinatura 
 
Porto Alegre, _____ de ____________________ de ____________. 
 
 
Rubrica (Participante / Pesquisador): ______________ / ___________________        2/2 
